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重组 保 幼 激素 酯 酶 的 纯化 和 生物 学 效应 


ee Y 
章 东 方 
(中 国 科学 技术 大 学 生命 科学 学 院 ， 合 肥 ”230036) 


摘要 : 培养 昆虫 细胞 生产 重组 昆虫 保 幼 激素 酯 酶 时 细胞 培养 液 的 蛋白质 浓度 为 153.2~ 188.0 pg/mL。 批 量 处 理 纯 化 重组 保 幼 
激素 酯 酶 时 酶 蛋白 活力 回收 率 33%， 效 果 与 梯度 分 离 方法 相当 ， 但 简便 快速 ， 可 作为 大 量 分 离 纯 化 的 第 一 步 。 重 组 保 幼 激 
素 酯 酶 对 烟草 天 蛾 Manduca sexta 幼虫 的 生物 学 活性 测定 结果 验证 了 重组 保 幼 激素 酯 酶 对 烟草 天 蛾 幼虫 和 自身 天 然 酶 有 相似 
的 生物 学 活性 。 
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Purification and biological effects of a recombinant juvenile hormone esterase 
ZHANG Dong-Fang 《School of Life Sciences, University of Science and Technology of China, Hefei 230026, China) 
Abstract: The protein concentrations of cell supernatants infected with recombinant AcNPV (Autographa californica nu- 
clear polyhedrosis virus ) containing wild type or mutant juvenile hormone esterase were between 153.2 - 188.0 ug/mL. 
The enzyme activity recovery rate was about 33% . The stepwise purification of the enzyme had similar results as the gra- 
dient method, but was more convenient for handling large volumes of cell supernatants. The cuticle blackening test 
showed that the recombinant juvenile hormone esterase from Heliothis virescens had biological effects on tobacco horn moth 
larvae ( Manduca sexta ). 
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昆虫 保 幼 激素 是 倍 半 蓓 烯 类 化 合 物 ， 由 昆虫 的 
咽 侧 体 分 谱 ， 具 有 调节 昆虫 生长 发 育 的 作用 。 幼 虫 
在 晓 皮 激素 诱导 下 蚁 皮 时 ， 保 幼 激素 阻止 幼虫 变 
态 。 在 成 虫 阶段 ， 保 幼 激 素 刺 激 脂 肪 体 细胞 合成 久 
黄 原 和 蛋白 和 卵 母 细胞 摄取 卵黄 原 绰 白 。 昆 忠 体内 保 
幼 激 素 的 含量 受 其 合成 和 降解 代谢 双重 调节 。 保 幼 
激素 含量 的 下 降 导 致 幼虫 晓 皮 变态 。 昆 虫 保 幼 激素 
酯 酶 【 juvenile hormone esterase， JHE) 是 降解 保 幼 激 
素 的 天 键 酶 之 一 CHammock，1985$; Jones，1995; 
Staal，1989)。 保 幼 激素 酷 酶 由 脂肪 体 细胞 和 上 皮 
细胞 产生 。 理 论 上 人 为 地 增加 昆虫 体内 保 幼 激素 酯 
酶 的 浓度 时 会 导致 保 幼 激素 浓度 下 降 ， 从 而 使 受 影 
啊 的 昆虫 停止 取 食 。 为 了 深入 了 解 昆虫 保 幼 激素 酯 
酶 的 生物 学 功能 ， 以 及 功能 和 绪 构 之 间 的 关系 ， 从 
烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 中 分 离 获 得 了 编码 保 幼 
激素 酮 酶 基因 的 cDNA 文库 《Hanzik et al.， 
1989);， 并 把 该 基因 编码 片段 《Hammock et al.， 











1990〉 和 突变 的 基因 片段 《Bonning et al.，1997) 
分 别 插入 到 首 蒂 银 纹 夜 蛾 核 多 角 体 病毒 〈 4wtogra- 
pha californica nuclear polyhedrosis virus，AcNPV) 基因 
组 ， 获 得 了 重组 的 昆虫 杆 状 病 毒 。 保 幼 激 素 酯 酶 基 
因 在 感染 病毒 的 昆虫 塔 养 细胞 中 大 量 表达 保 幼 激 素 
酯 酶 ， 并 分 泌 到 培养 液 中 。 用 亲 和 层 析 (Abdel-Aal 
and Hammock，1986〉 和 离子 交换 层 析 《Ichinose et 
al .，1992〉 获 得 了 部 分 纯化 的 保 幼 激素 酯 酶 。 烟 
草 天 蛾 Manduca sexta 幼虫 体 色 变 黑 是 一 种 检测 化 
学 药剂 抗 保 幼 激素 效果 的 灵敏 方法 ， 已 经 用 于 天 然 
保 幼 激 素 酯 酶 和 重组 病毒 表达 的 保 幼 激 素 酯 酶 的 生 
物 活性 测定 《Philpott and Hammock，1990)。 

本 文 作者 报道 用 含 保 幼 激 素 栈 酶 基因 的 重组 杆 
状 病毒 感染 昆虫 培养 细胞 ， 从 培养 细胞 上 清 液 中 分 
离 纯化 保 幼 激素 酯 酶 的 快捷 方法 ， 并 测定 了 重组 保 
幼 激素 柄 酶 对 不 同 昆虫 在 生长 发 育 时 的 时 熟 作用 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 来 源 

烟草 天 蛾 蚊 和 人 工 饲 料 由 Carolina Biological 
Supplies Co. 提供。 在 28%C、 光 照 14h 条 件 下 饲 
养 ， 隔 天 更 换 饲 料 。 

1.2 重组 保 幼 激素 酯 酶 的 生产 

来 源 于 水 草 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 的 SF21 细 
胞 系 用 于 病毒 增殖 和 空 斑 实 验 法 定量 测定 病毒 数 
量 。 来 源 于 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 的 T. ni 细胞 系 
用 于 生产 保 幼 激素 酷 酶 。SF21 细胞 系 用 Excell 401 
(JRH Biosciences，Woodland，CA) 培养 液 在 27% 下 
摇 瓶 培养 。 细胞 培养 液 中 加 3% 胎 牛 血 清 ， 青 堆 
素 、 链 霍 素 各 100 单位 /mL。 反 瓶 转速 为 80 r/min。 
T. ni 细胞 系 用 Excell 405 (JRH Biosciences，Wood- 
land，CA) 细胞 培养 液 在 27 和 下 摇 撼 培养 。 细 胞 培 
养 液 中 加 青 霍 素 、 链 霍 素 各 100 单位 /mL， 不 加 胎 
牛 血 清 ， 摇 瓶 转速 为 100 wf/min。 用 5 PFU《 空 斑 形 
成 单位 》/ 细 胞 含 保 幼 激素 酶 酶 基因 的 重组 苗 带 银 
纹 夜 蛾 核 多 角 体 病毒 〈 人 简称 Ac，JHE 病毒 ) 或 基 
因 突 变 体 重组 病毒 〈 简 称 KK. JHE 病毒 分 别 感 
染 T. ni 细胞 (5 x10 细胞 /mL)，27 仿 下 摇 瓶 培养 
3 天 ， 多 于 95% 的 保 幼 激素 酯 梅 以 糖 基 化 的 形式 分 
泌 到 培养 基 中 。 离 心 培养 细胞 ， 收 取 上 清 液 ， 
- 80% 保 存 备 用 。 

1.3 重组 保 幼 激素 酯 酶 的 纯化 

DEAE-Sepharose 离子 交换 层林 。 按 供应 商 说 明 
书 装填 层 析 柱 。 保 幼 激素 酯 酶 细胞 培养 上 清 液 125 
mL 用 pH 8.5 Tris-HCl 缓冲 液 1:2 稀释 后 上 柱 ， 然 
后 用 5 倍 体积 pH 8.5 Tris-HCl 缓冲 液 洗 胶 ， 有 再 用 5 
倍 体积 的 pH 7.5 Tris-HCl 缓冲 液 洗 去 杂 和 蛋白 ， 用 
pH7.5 含 100 mmol/L 和 200 mmol/L NaCl 的 Tris-HCI 
缓冲 液 分 步 洗 脱 保 幼 激素 酯 酶 。 收 集 活性 洗 脱 液 ， 
用 Centricon100 《Amicon Co. ) 浓缩 样品 ，- 20%C 短 
期 保存 备用 。 后 续 纯化 采用 HPLC-mono Q 柱 层 析 和 
S-100 分 子 簿 过 滤 。 

保 幼 激素 酯 酶 体外 酶 活性 用 ?H 有 机 溶剂 分 离 
测定 法 “Hammock and Sparks，1977) 或 分 光 光 度 法 
《McCutchen et al .，1993)。 分 光 光 度 法 测定 保 幼 激 
素 毗 酶 体外 活力 的 步骤 为 : 96 孔 板 孔 内 加 入 含 
10% 谍 糖 、50 mmol/L 《pH 7.4》 PBS 缓冲 液 276 xL， 
2.25% 艾 伦 试剂 DINB [5,5 -Dithiobis 《2-Nitrobeno- 
ic acid)] 2 nL， 酶 反应 底 物 1- 庚 烷 基 硫 代 乙酸 甲 硫 
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本 2 wlL， 待 测 酶 样品 20 nL， 用 酶 标 仪 在 405 nm 小 
长 处 测定 酶 活力 。 该 方法 用 于 保 幼 激素 酯 酶 纯化 过 
程 中 检测 收集 有 酶 活性 组 分 。*H 有 机 溶剂 分 离 测 
定 法 用 于 酶 重 白 样品 的 活性 标定 。 

和 蛋白质 浓度 测定 用 Bradford 法 ， 牛 血清 白 怎 白 
为 蛋白 质 标准 。 怎 白质 纯度 检测 用 10% SDS-PAGE 
凝 胶 电泳 ， 考 马 斯 亮 蓝 G250 染色 或 银 染 色 。 用 和 蛋 
白质 印迹 法 《Westerm blot) 检测 筷 和 白质 的 完整 性 。 
1.4 保 幼 激素 酯 酶 的 生物 学 效应 试验 
1.4.1 保 幼 激素 酯 酶 对 烟草 天 蛾 生物 活性 的 测定 : 
所 有 被 试 幼 虫 都 在 3 龄 ， 幼 虫 平 均 体重 213.4 + 
10.3 mg。 所 有 幼虫 在 实验 时 在 头 盖 线 开裂 期 〈head 
capsule slippage)。 每 处 理 组 幼虫 10 头 ，4 次 重复 。 
用 二 氧化 碳 麻醉 后 ， 在 腹 足 部 位 用 10 nL 注射 器 注 
射 不 同 剂 量 的 样品 。 注 射 用 样品 来 源 于 100 mmol/L 
NaCl Tris-HCl 缓冲 液 洗 脱 样品 ， 用 0.2 pm 过 滤 膜 过 
滤 除 菌 并 加 青 、 链 霍 素 各 100 单位 /mL 预防 细菌 和 
真菌 感染 。 

对 照 处 理 组 有 : (1》 不 注射 对 照 ，(2) 含 5% 
和 葡萄糖 的 Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.5),，5 wuL; 《3) 
65Y 20 min 火 活 的 保 幼 激 素 酯 酶 样品 ，5 pL; (4) 
对 照 蛋 白质 样品 ， 小 牛 血清 和 白 和 蛋白 12.5 mg/mL，25 
mg/mL;, 4 nL 

样品 处 理 组 有 : 《1》 重 组 野生 型 保 幼 激素 酶 
酶 ,和 皇 白 质 含量 1.18 mg/mL， 比 活力 5.36 nmol/ 
Cmin*mL)，5 nL; 《2) 赖 氨 酸 突变 体 (KK. JHE) 
保 幼 激素 酷 酶 ， 蛋 白质 含 量 0.55 mg/mL， 比 活力 
1.72 nmol /(min*mL)，5 nL; (3) 重组 野生 型 保 幼 
激素 栈 酶 ， 和 后 白质 含量 6.10 mg/mL， 比 活力 9.26 
umol /min*mL)，5 wuL; 《4) 重组 野生 型 保 幼 激 系 
酷 酶 ， 蛋 白质 含量 46 mg/mL， 比 活力 为 4.58 rmol/ 
Cmin* mL), 4 nL 
1.4.2 活性 评价 方法 ， 按照 Philpott 等 《1990》 报 
道 的 活性 评价 方法 ， 在 3 龄 期 注射 样品 后 ， 根 据 幼 
虫 进入 下 一 龄 期 时 体 色 发 黑 的 程度 进行 分 级 。1 





级 ， 体 色 全 黑 ; 2 级 ， 体 色 75% 黑色 ; 3 级 ， 体 色 
50% 黑 色 ; 4 级 ， 体 色 25% 黑 色 ; 5 级 ， 体 色 正 常 。 
2 结果 


2.1 细胞 表达 保 幼 激素 酯 酶 

5 批 培养 细胞 上 清 液 中 ， 和 蛋白 质 浓度 为 153.2 ~ 
188.0 ng/mL。 活 力 范 围 360.8 ~ 578.1 pmol /Cmin* mL)》 
《每 分 钟 每 毫升 培养 上 清 液 降解 保 幼 激素 焉 的 微 摩 尔 
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数 ) ， 比 活力 为 2.29 ~ 3.09 pmol /(min*mg) (每 分 钟 
每 毫克 蛋白 质 降 解 保 幼 激素 亚 的 微 摩 尔 数 )。 说 明 保 
幼 激 素 酯 酶 在 培养 细胞 上 清 液 中 表达 量 较 高 。 
2.2 ”DEAE-Sepharose 离子 交换 层 析 分 离 结果 
DEAE-Sepharose 离子 交换 分 步 层 析 的 结果 见 表 
1。 结 果 表 明 : 用 100 mmol/L NaCl Tris-HCl 缓冲 液 
的 洗 脱 峰 含 有 较 纯 的 保 幼 激素 酯 酶 (图 1， 洗 脱 样 
品 工 ) ， 酶 活力 占 总 酶 活力 的 33% ， 保 幼 激 素 酯 酶 
含量 占 总 蛋白 质 含量 的 6.0%， 纯 化 倍数 为 5.44 


倍 。 浓 缩 后 电泳 可 见 较 纯净 的 保 幼 激素 酯 酶 条 带 ， 
分 子 量 约 为 66 kD， 与 用 亲 和 层 析 纯 化 的 天 然 保 幼 
激素 酯 酶 蛋白 分 子 量 相同 ， 和 蛋白 质 印迹 实验 结果 也 
为 单一 条 带 (图 2)。 说 明 纯 化 的 保 幼 激素 酯 酶 没 
有 降解 。 该 样品 浓缩 后 用 于 注射 幼虫 进行 体内 生物 
活性 测定 。200 mmol/L NaCl Tris-HCl 缓冲 液 (50 
mmol/L，pH7.5) 洗 脱 液 中 也 含有 保 幼 激素 酯 酶 ， 
但 酶 活力 较 低 (图 1， 洗 脱 样 品 卫 )， 可 以 进一步 
用 HPLC-mono Q 柱 层 析 纯 化 。 


表 1 DEAE-Sepharose 柱 层 析 分 离 保 幼 激素 酯 酶 结果 
Table 1 Purification of juvenile hormone esterase with DEAE-Sepharose chromatography 





才 总 蛋白 量 (mg) 酶 活力 总 活力 比 活力 纯化 倍数 
样品 体积 (mL) a 和 有 Sal 
Total Activity Total activity Specific activity Purification 
Samples Volume . 
protein [nmol /(min* mL)] (nmol/min) [pmol /(min: mg)] factor 
细胞 上 清 液 125 27.3 294.0 36 750 1.35 
cell supernatants 
口 
中 民 相 bl 24 1.655 506.5 12 156 7.35 5.44 
eluent I 
口 
a 40 2.134 211.5 8 458 3.96 2.93 
eluent 工 
= 
1 2 3 


图 1 保 幼 激素 酯 酶 10% SDS-PAGE 凝 胶 电泳 结果 
Fig. 1 JHE 10% SDS-PAGE gel electrophoresis 
1: 保 幼 激素 酯 酶 洗 脱 样品 [JHE eluent I ; 
2: 保 幼 激素 酯 酶 洗 脱 样品 I JHE eluent 工 ; 
3: NOVEX 蛋白质 分 子 量 标准 ”NOVEX protein 
molecular standards (200 kD, 116.3 kD, 
97.4 kD, 66.3 kD, 55.4 kD, 36.5 kD, 31.0 kD) 


2.3 纯化 的 保 幼 激素 酯 酶 对 烟草 天 蛾 的 生物 活性 
测定 结果 

所 有 对 照 、 处 理 1 和 处 理 2 幼虫 都 在 12 ~ 24h 
内 虹 皮 进入 4 龄 期 ， 无 体 色 变化 。 随 后 10 天 内 幼 
虫 都 正常 发 育 化 晴 ， 最 终 羽 化 为 成 虫 。 

处 理 3 中 有 65% (26 头 ) 幼虫 赔 皮 进入 4 龄 
时 ， 体 色 发 生 不 同 程度 的 变 黑 ， 其 余 的 幼虫 体 色 正 
常 或 稍 浅 。4 头 体 色 深 的 幼虫 进入 5 龄 时 仍然 呈 斑 


图 2 保 幼 激素 酯 酶 蛋白 斑点 杂交 结果 
Fig. 2 JHE Western blot analysis 
1: 纯化 的 天 然 保 幼 激素 酯 酶 
natural JHE sample; 
2: 重组 保 幼 激素 酯 酶 细胞 上 清 液 
cell supernatant with recombinant JHE; 


3: 纯化 的 重组 保 幼 激 素 酯 酶 
purified recombinant JHE 


驶 状 体 色 。 所 有 幼虫 都 化 肾 。 

处 理 4 共 10 头 幼虫 ,5 头 幼虫 注射 样品 12h 后 
赔 皮 进入 4 龄 ， 其 特征 为 头 部 深 黑 色 ， 体 表 颜 色 深 
浅 相 间 。3 天 后 进入 5 龄 体 色 恢 复 正 常 。 另 外 5 头 幼 
虫 注射 样品 18 h 后 进入 4 龄 ， 体 色 完 全 变 黑 ， 发 育 
迟缓 。5 天 进入 5 龄 ， 较 对 照 晚 48 h， 不 活泼 ， 取 食 
少 ， 幼 虫 不 能 正常 发 育 。 注 射 样品 15 天 后 死亡 。 
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3 讨论 


培养 昆虫 细胞 生产 重组 昆虫 保 幼 激素 酯 酶 时 细 
胞 上 清 液 中 蛋白 质 浓 度 为 153.2 ~ 188.0 ng/mL， 离 
子 交 换 层 析 分 步 纯化 后 保 幼 激素 柄 酶 含量 占 总 重 白 
质 含 量 的 6.0% ， 酶 活力 占 总 酶 活力 的 33%， 纯 化 
倍数 为 5.44 倍 。 说 明 该 表达 系统 表达 的 酶 蛋白 可 
达 每 升 培养 液 60mg， 一 步 纯化 后 可 获得 12.5 mg 酶 
香 白 ， 纯 化 效果 与 梯度 分 离 方法 相当 ， 但 简便 快 
速 ， 可 作为 大 量 分 离 纯化 的 第 一 步 。 为 研究 保 幼 激 
素 酯 酶 在 昆虫 体内 外 的 理化 性 质 、 绪 构 与 功能 的 关 
系 莫 定 了 基础 。 

测定 保 幼 激 素 酯 酶 体外 酶 活力 有 *H 有 机 溶剂 
分 离 测定 法 《Hammock and sparks，1977) 或 分 光 光 
度 法 《McCutchen et al.，1993) 两 种 方法 。 光 谱 法 
比较 简便 ， 有 机 溶剂 分 离 法 准确 可 靠 ， 但 要 使 用 同 
位 素 〔Zhang，2000)。 本 文 作者 在 保 幼 激素 酯 酶 纯 
化 过 程 中 采用 光谱 法 检测 收集 有 酶 活性 组 分 ， 而 
3H 有 机 溶剂 分 离 测定 法 用 于 酶 蛋白 样品 的 活性 标 
定 。 

体 色 变 黑 实验 是 测定 化 学 药剂 后 抗 保 幼 激素 活 
性 的 常用 方法 〈Staal，1989)。Philpott 和 Hammock 
用 杀 和 层 析 方 法 从 烟草 天 蛾 $ 龄 幼虫 血 淋 巴 中 纯化 
出 天 然 保 幼 激 素 栈 酶 ， 然 后 注射 到 2 抢 、3 龄 、4 
龄 幼虫 体内 ， 使 幼虫 在 下 一 次 旷 皮 时 体 色 变 黑 ， 并 
呈现 剂量 依赖 关系 ， 保 幼 激 素 类 似 物 〈epofenon- 
ane) 可 以 抑制 这 种 体 色 变 黑 反应 ， 从 而 说 明 体 色 
变 黑 实验 也 可 以 用 于 测定 保 幼 激素 柄 酶 的 生物 活 
性 。 昆 点 保 幼 激素 栈 酶 在 幼 忠 的 特定 时 间 窗 内 保持 
相对 高 的 浓度 发 挥 生物 功能 。 试 验 表 明 烟 草 天 蛾 幼 
虫 末 龄 期 有 两 个 保 幼 激 素 酯 酶 高 峰 ， 如 果 保 幼 激 素 
柄 酶 活性 受到 抑制 ， 幼 虫 发 育 历 程 被 打 乱 ， 幼 虫 继 
续 取 食 《〈 第 一 保 幼 激素 酯 酶 高 峰 ) 或 不 能 蚁 上 《了 预 
晴 期 保 幼 激素 酯 酶 高 峰 )。 如 果 有 过 多 的 保 幼 激 素 
柄 酶 活性 ， 则 导致 幼虫 减少 取 食 ， 提 早 化 晴 ， 甚 至 
死亡 。 重 组 保 幼 激素 酯 酶 注射 实验 表明 ， 在 非特 定 
时 间 窒 内， 幼虫 体内 的 保 幼 激素 柄 酶 被 受 体 介 导 进 
入 围 心 细胞 《Tchinose et al.，1992)， 然 后 被 降解 。 
烟草 天 蛾 幼虫 对 保 幼 激素 酯 酶 敏感 的 时 间 窗 在 头 盖 
线 开裂 期 ， 此 时 体 色 变 黑 试验 最 敏感 。 在 幼虫 发 育 
的 关键 时 间 窗 内 导入 足够 的 重组 保 幼 激素 酯 酶 来 降 
解 幼 虫 体 内 的 保 幼 激素 ， 促 使 幼虫 发 育成 早熟 旺 ， 
若 如 此 则 表明 重组 保 幼 激素 柄 酶 在 害虫 控制 方面 将 
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会 有 巨大 的 潜力 。 烟 草 天 蛾 的 体 色 变化 试验 结果 表 
明 重 组 的 烟 芽 夜 峨 保 幼 激素 酷 酶 对 烟草 天 蛾 幼虫 有 
生物 学 活性 。 

此 外 ， 本 文 作者 用 家 鼻 Bombyx mori 幼虫 和 大 
蜡 凤 Galieria mellonella 幼虫 进行 了 里 熟 发 育 研 究 。 
选用 家 鼻 幼 虫 进行 早熟 发 育 试验 ， 是 因为 家 和 三 早熟 
幼虫 可 以 羽化 为 成 虫 ， 这 样 可 以 进一步 观察 保 幼 激 
素 酯 酶 对 成 虫 的 生物 学 行为 的 影响 。 选 用 大 旦 蜡 幼 
虫 ， 是 因为 大 蜡 蜡 幼虫 比较 容易 获得 里 熟 发 育 晴 。 
家 和 性 和 大 蜡 蜡 幼虫 注射 高 剂量 保 幼 激素 酯 酶 样品 后 
未 观察 到 早熟 发 育 发 生 。 由 于 没有 其 他 的 检测 方法 
来 间接 表明 重组 保 幼 激素 酯 酶 对 这 两 种 幼虫 的 生物 
学 活性 作用 ， 实 验方 法 还 有 待 进一步 改进 。 
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